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                     摘       要 
 
 本文应用 MTT 法 端粒酶活性检测 TRAP 法 电子显微镜观察超微结构
DNA 降解断裂检测凋亡法 端粒长度分析 人裸鼠异种移植瘤抑制实验等方法
研究雷公藤提纯化学成分雷公藤 X 素对人胃腺癌 MGC80-3 细胞的生物学效应
10 ng/ml 的雷公藤 X 素能显著抑制 MGC80-3 细胞 处理 4 天后其生长抑制率为
50% 处理 7 天后抑制率达到 84% 在电镜下可观察到 MGC80-3 细胞经雷公藤
X 素处理 4 天后出现内质网扩张 核膜扩张现象 和明显的核仁小分离 此外
相当一部分细胞坏死 核肿胀 核质溶解 异染色质消失 细胞膜溶解 细胞质
外泄 对经过浓度分别为 2 ng/ml  10 ng/ml 雷公藤 X 素处理后的 MGC80-3 细
胞进行端粒酶活性测定 两种浓度雷公藤 X 素对端粒酶活性均有明显抑制 10 
ng/ml 雷公藤 X 素处理 6 天 9 天后 对端粒酶活性的抑制率可以达到 100%
而 BALB/c 裸鼠腹腔连续注射雷公藤 X 素 0.1 mg/kg  0.35 mg/kg 7 天后  取
睾丸组织测定端粒酶活性 高浓度组小鼠睾丸组织中端粒酶活性较低浓度组小鼠
略有抑制 但两实验组与对照组相比差异均不显著  MGC80-3 细胞和 BALB/c
小鼠经雷公藤 X 素处理 细胞 10 ng/ml 小鼠 0.3 mg/kg 后对细胞及小鼠小










前         言 
 
    恶性肿瘤是目前造成人类死亡的最主要病因之一 减少肿瘤发生 有效治疗
肿瘤就成为人们数百年来孜孜以求的目标 为了达到体内较好的抗癌效果 理想
的抗癌疗法应充分满足以下一些条件 1 抗癌药物能够导入大多数 甚至是 100%













4 对正常细胞的毒性处于可耐受的范围内 5 不会造成有害的机体免疫反应  
    恶性肿瘤细胞的基本生物学特性表现为细胞的增殖与分化调控的失调 另一
重要生物学特性则是浸润性生长和远处转移 这两个过程都涉及肿瘤细胞的恶性
增殖 现代肿瘤学研究认为肿瘤是多种癌基因突变 扩增或抑癌基因突变 失活
累积的结果 即恶性肿瘤通常要经过多步演进才能渐渐发生 发展 因此 认为
肿瘤的形成应要求有一种永生化的机制 但是 哺乳动物体细胞在体外和体内的
增殖能力都是有限的 细胞分裂导致的分裂性衰老 replicative senescence 成为
恶性肿瘤发生的主要障碍 而细胞端粒酶的激活或保持却可以延长端粒而使细胞
获得永生 由此推断 端粒 端粒酶抑制剂可以通过控制端粒延长从而抑制肿瘤
增殖而达到抗癌目的  
 端粒和端粒酶早在 1938 年和 1985 年分别被发现 端粒酶是一种核糖核酸
蛋白质复合物 其 RNA 组分为端粒合成提供模板[1] 现认为 人的端粒酶 RNA
分为两个区与引物作用 一个是模板区 含有与引物互补的 11 个核苷酸 5ˊ-
CUAACCCUAAC -3ˊ 另一个是锚定区 与引物的 5ˊ端相连 为 DNA 链
向端粒酶外延伸提供路径[2] 而端粒酶中的蛋白质则起催化反应合成的作用 目
前分离的人端粒酶蛋白质有两种 TP1 含 2627 个氨基酸[3] 可能介导端粒酶与
端粒之间的相互作用 另一种是 hEST2p 从现在对其的研究情况来看 它可能
是人端粒酶的催化亚基 对端粒酶活性的表达 调节具有重要意义[4] 端粒是真
核生物染色体末端的特殊结构 包含若干的 DNA 双链重复序列 其末端为含多
个 G 的单链 DNA 不同物种端粒的重复序列和长度是不一样的 但每种生物体
有其特定的序列和平均长度 如人的端粒为 TTAGGG n 正常体细胞大约在
15Kb 左右 此外 端粒 DNA 上还结合有蛋白质 它有两种结合形式 一种是
结合于单链 DNA 另一种则是跟双链进行结合 前者在端粒末端提供帽状结构
以稳定端粒 后者可能直接参与端粒长度平衡的维持,是端粒延伸的负调节因子






泛的兴趣 设想以端粒 端粒酶为靶点 通过抑制端粒酶活性或直接抑制端粒延





1 1 端粒结构异常导致的活性丧失 
 端粒是由大量串联的重复序列组成的 其中一条链富含 G 另一条富含 C
端粒合成时先由端粒酶将端粒重复序列加到富 G 链上去 再由 DNA 聚合酶合成
富 C 链 由 Blackburn 等人 提出的端粒合成模型包括三个步骤 端粒末端序列
作为引物与端粒酶结合 binding 端粒的延伸 elongation 以及端粒酶移位
 translocation 继续下一个循环[8] 折叠的端粒 DNA 结构由于无法作为引物














 Sun 等 发现小分子化合物  2 6 二酰胺蒽醌能抑制端粒酶活性 其 IC50
为 23 M 在约 100 M 时几乎可以完全抑制端粒酶活性 并证明了该种物质对
端粒酶的抑制是与它和端粒 G-四联体结构间的相互作用有关的[10] 另外 对于
早已被应用于临床的抗癌药物顺铂 Burger 最新的研究表明 作为一种序列专一
性的 G-Pt-G 交联剂 顺铂能抑制人睾丸肿瘤细胞中的端粒酶活性 这可能正是
顺铂能有效治疗多种肿瘤的原因之一[11] 类似情况还有 Carbocynamine[10] 
1 2 端粒结合蛋白 telomere binding proteins TBPs 与可能的端粒活性抑制 
 关于端粒的延伸 加工机制 有多种不同的模型[5] 但无论哪一种模型都认
为 端粒结合蛋白 TBPs 及其他一些附属因子在端粒长度的调节中起着不可或缺
的作用 它们或者通过影响端粒酶活性 或者通过直接对端粒进行加工 剪切来
共同完成对端粒长度的调节 因此 设想以这些 TBPs 为靶点 通过抑制或调节
TBPs 及相关因子的活性来抑制端粒酶 缩短端粒 从而使细胞死亡 目前尚未
有关于人端粒结合蛋白特异性抑制物的报道  
 
二 抑制端粒酶结构 功能靶点 
2 1 针对端粒酶 RNA 模板抑制端粒酶活性 
 Yoshiyuki 和他的同事制备了以端粒酶 RNA 组分为靶点的锤头样核酶
TeloRZ a hammered Ribozyme 实验结果表明 TeloRZ对一段含有端粒酶 RNA
组分模板区的底物具有专一的剪切能力 而且 当 TeloRZ 加入到 HepG2 或 Huh-7
肝癌细胞株细胞提取物中后 TeloRZ 对两者的端粒酶均起抑制作用 且这种作
用与剂量成正相关 [12]  
 同样是针对作为模板的端粒酶 RNA 组分来抑制端粒酶活性 Feng 等采用
了与模板区互补的反义寡核苷酸 他们的实验证明转染了反义 hTR human 
telomerase RNA 的 HeLa 细胞在经过 23-26 代倍增后 大部分细胞株 33 株中
的 28 株 进入危机期 端粒酶活性受到抑制 细胞开始死亡[13] 而Norton等设
计了针对人端粒酶 RNA 模板区的反义硫代寡核苷酸 PS 和肽核苷酸 PNA
PNA 能专一识别结合人端粒酶 并在 IC50 从 p mol/L ~ n mol/L的范围内抑制酶
的活性 而且 PNA 对端粒酶抑制是高专一性的[14] 最近 Pitts 等[14]则发现 2ˊ
-O-甲基 RNA 能对细胞培养和实验动物产生专一性的影响 其抑制端粒酶的作
用要超过肽核苷酸 PNA[15]  
2 2 针对端粒酶的逆转录酶性质抑制端粒酶活性 
 端粒酶实际上是一种特殊的专一逆转录酶 因此 Stahl 及同事证实 经过
几周的培养后 已知的反转录病毒逆转录酶抑制剂 ddG 和 AZT 可以使细胞的端
粒发生复制性的逐渐缩短 并稳定在较短状态[16] Yegorov也做了类似的实验
他们的实验表明 在逆转录酶抑制剂 AZT 和 Carbovir 存在下 鼠的胚胎成纤维
细胞可以自发转化形成无端粒酶的克隆 AZT 和 Carbovir 诱导永生化的鼠成纤
维细胞产生类似于衰老的过程 长期培养时 细胞增殖减缓 细胞形态类似于衰
老细胞[17]  
2 3 针对端粒酶酶促反应底物抑制端粒酶活性 
 端粒酶作为一种末端转移酶 它把脱氧核苷酸加到端粒的末端上从而延长
端粒 Fletcher 等的实验表明 7-脱氮-dGTP 和 7-脱氮-dATP 会抑制端粒酶活性
根据他们的报道 7-脱氮-dGTP 和 7-脱氮-dATP 分别在 11 M 和 8 M 时可以抑
制人胚肾 293 细胞株中 50%的端粒酶活性[18]  













 端粒酶以锚着区与作为引物的端粒 DNA 的 5ˊ端结合 继而延伸端粒 通
过破坏端粒酶的 DNA 锚着区可抑制端粒酶进行端粒合成 使肿瘤细胞端粒缩短
而死亡[19] 但目前尚未有关于此类物质的报道  
2 5 其他 
2 5 1 磷酸酯酶 2A 对端粒酶活性的抑制  
Li及其同事以人乳腺癌细胞 PMC42 为研究材料 发现磷酸酯酶 2A PP2A
与受试肿瘤细胞核提取物共温育 能够显著抑制其端粒酶活性 这种效应呈浓度
依赖性 并且非常迅速[20]  
2 5 2  PKC 抑制剂对端粒酶活性的抑制 
 Ku 等人以培养的鼻咽癌细胞 NPC-076 为研究对象 对蛋白激酶抑制剂
TOP 抑制剂及 DNA 破坏剂等影响端粒酶情况进行考察时发现 有 2 种蛋白激
酶 PKC 抑制剂 bisindoplylmaleimide 和 H-7 能够显著抑制受试细胞中的端粒
酶活性[21]  
 
三 端粒 端粒酶调控基因靶点 
 端粒和端粒酶的调节机制非常复杂 目前对这些机制了解得还很不完全
但已知有多种基因和因子参与调节[22] 如现已发现 p53 p21 的表达可以调节
端粒酶活性[23][24] Bcl-2 表达会提高端粒酶的活性[25] 睾酮和雌激素参与某些特
定器官中端粒酶活性的调节[26][27] 细胞信号传递系统中 T 细胞特异的 TCR/TC3
CD28 信号传递系统和 IL-2 信号传递系统可调节端粒酶活性[28][29] 蛋白质的磷
酸化和去磷酸化也能可逆地对端粒酶进行调节[20][21][30] 某些细胞周期调节蛋白
如 cyclinD1 cyclinE 也可能与端粒酶活性的调节有密切关系[31]等 而且 可以
肯定的是 随着研究的深入 还将有更多新的发现 同时 针对这些调节机制也
可以为肿瘤的抗端粒酶疗法提供新的可能 例如 体外实验表明 端粒酶的活性
会随着神经母细胞向神经细胞分化而消失[32] 为此 Sharma 等人用了全反式维
甲酸 丁酸钠 DMSO 维生素 D3 以及淋巴细胞抑制因子等多种诱导分化试剂
诱导多种白血病细胞株 鼠畸瘤 鼠胚胎干细胞株进行终末分化 以考察端粒酶
与细胞分化是否有直接联系 实验结果表明 在分化的鼠胚胎干细胞和已分化的
白血病细胞 HL-60 K-562 中都观察到了端粒酶活性的减少 端粒酶活性受
抑制的细胞停滞于细胞周期 G1 期 实验发现已分化细胞的提取物不会导致端粒
酶活性的抑制 因此认为诱导分化剂并不是通过产生抑制因子来抑制端粒酶活
性 而对是细胞诱导分化的反应[33] Albanell 等人的研究也证明了这一点[34] 又
如实验表明 Bcl – 2 基因与端粒酶活性之间存在相关性 Bcl – 2 一般被认为是参
与凋亡控制的重要基因 但 Mandal和 Kumar 报道了 Bcl – 2 还参与调节端粒酶
活性 人癌细胞中 Bcl – 2 的过分表达经常伴随着端粒酶活性的提高[25] 但目前
对此的了解还远不够深入 也尚没有针对此的特异性抑制物的报道  
 
 在对肿瘤细胞的抑制中 细胞主要有两种死亡形式 坏死 necrosis 和凋
亡 apoptosis 细胞坏死是细胞突发性病理性的死亡或生理环境急骤变化 如
高热 缺氧 所致 细胞坏死时首先丧失细胞膜的完整结构和功能 致使细胞稳
态失衡 胞外水 电解质大量渗入 造成细胞器特别是线粒体肿胀 最后细胞解
体 释放细胞内容物包括溶酶体酶 诱发比邻组织炎症 而凋亡是细胞主动 生
理性的死亡 有独特的形态和生化特征 细胞首先变圆 随即与邻周细胞脱离















炎症反应[35][36][37] 细胞凋亡分子机制较为复杂 有待于深入研究 目前的研究
表明 大量的肿瘤细胞可能都失去了调控凋亡的能力 因而在应对生理信号或刺
激时不再发生凋亡 这种缺陷可能与肿瘤异常的生存能力及其发展演变的过程有
着密切的联系[38] 因此 近来试图通过调控凋亡来控制 治疗癌症的方法正在
受到广泛的重视  
  
 近年来 植物来源药广受重视 不仅因为它对发现新药有很大的潜力 还
可以为设计更理想的新药提供独特的化学结构 用做创制新药的先导化合物 经
验表明 这种做法发现新药的机率更高而且更经济 我国拥有丰富的天然药物资
源 中药等天然药用动 植物为药物筛选提供了丰富的自然资源 目前 中药等
天然药物已在肿瘤的预防和治疗方面发挥着重要的作用 雷公藤是卫矛科植物
研究表明 雷公藤总甙 30mg/kg/d 有抗雄性大鼠生育的作用 但对大鼠心
肝 脾 肺肾等主要脏器的形态和功能无明显影响 实验表明 服药 35 天后
精子活力显著降低 睾丸中精子细胞及精子发生明显的变性及减少 但此时仅见
少数精母细胞出现轻度病变及脱落 大多数尚属正常 精原细胞未见损伤 而服
药 80 天后 曲精管内精子 精子细胞及精母细胞脱落 退化 消失 并累及部
分精原细胞 睾丸内残留精子全部变形 精子计数显著降低 且完全失活 实验
表明 药物对睾丸支持细胞 副睾上皮等未有明显负面影响 在停止药物作用 8
周后 大鼠的生育能力基本恢复 因此认为药物的靶细胞为生精细胞 其中精子
和精子细胞受累最早 精母细胞次之 精原细胞敏感度最低[39][40] 在人[41]和大
鼠[42][43]生精细胞中端粒酶活性按精原细胞 精母细胞 精子细胞 成熟精子的
次序逐渐降低 至成熟精子端粒酶活性为阴性 雷公藤总甙对雄性生育能力的可
逆性抑制原因尚未明了 我们推测可能与雷公藤总甙中化学成分抑制精原细胞中
端粒酶有关 在端粒酶活性受到抑制的情况下 精原细胞 精母细胞随有丝分裂
的进行 其端粒逐渐缩短达临界值 而产生各种染色体异常 导致死亡 因而在
成熟精子超过存活期死亡后新的精子不能产生 导致不育现象 停止使用雷公藤
总甙后 雷公藤总甙对精原细胞端粒酶活性的抑制被解除或生殖上皮重新分化成




而起抗生育作用外 还可能通过抑制 T或 B淋巴细胞中端粒酶活性而起抗炎和免
疫抑制作用[44][45][46] 已知淋巴细胞受到抗原刺激活化有 G0期进入 G1期时 端粒
酶会被激活 以维持其分裂增殖的能力[47] 综上所述 我们认为雷公藤提取物的
抗雄性生育作用 抗炎作用和免疫抑制功能可能是通过抑制端粒酶而起作用的  
本实验所用雷公藤活性成分是从中草药雷公藤中分离纯化的天然产物 系一
些萜类化合物 业已证实对 L1210 P388及 L615等白血病小鼠有显著的治疗作用 对
同步化的各时相HeLa细胞均有杀伤作用[48] 本文以人胃低分化腺癌细胞MGC80-3





















                    材料与方法 
 
一 细胞培养和药物处理 
1 材料  
RMPI 1640 Gibco 56  灭活的小牛血清 杭州四季青生物制品公司
胰蛋白酶 上海华美生物工程公司 ,  乙二胺四乙酸 EDTA 上海化学试剂厂
D-Hanks 液 二甲基亚砜 DMSO Sigma 公司 青霉素 华北制药厂  链霉
素 华北制药厂  卡那霉素 华北制药厂 四种雷公藤分离纯化成分 雷醇
内酯 雷公藤酮 雷公藤乙素 雷公藤 X 素 福建省医科所 纯度 99%  
 
 2 方法  
 A MGC80-3 细胞培养和传代 
    从液氮罐中取出的 MGC80-3 细胞按常规复苏 培养 每 2-3 天换培养液
 RMPI 1640 + 10 %小牛血清+100 IU/ml 青霉素+100 mg/ml 链霉素+80 IU/ml
卡那霉素 一次  加入培养液体积和培养器皿表面积之比在 0.2~0.3ml/cm2 之
间  细胞传代时,吸去培养器皿中的旧培养液,加入 0.25%胰蛋白酶液或 Verson
液 0.02%EDTA 至刚没过细胞表层 在倒置显微镜下观察见细胞突起回缩
胞体变圆 细胞间隙增大时立即终止消化 弃去消化液 加入 D-Hanks 液 洗
涤残余 EDTA 两次 加入完全培养液 轻轻吹打瓶壁细胞 ,使其形成单细胞悬液
用血球计数板计数后取实验所需细胞量分批加入新培养瓶 添加适量培养液 培
养瓶置于 37 5% CO2细胞培养箱中培养  
B. 细胞冻存与复苏 
    冻存细胞时 取对数生长期增殖旺盛细胞制成细胞悬液 计数取
个细胞 rpm 离心 分钟 弃上清 加入 ml 培养液再
加 DMSO 转入冻存管 将冻存管悬于液氮罐瓶口约 1小时 然后置液氮中
细胞复苏时 从液氮罐中取出冻存管 迅速放入 37 40 水中融化 离心 500
800 rpm 离心 5 分钟 吸取细胞 D-Hanks 洗 2 次后 加入完全培养液于 37
下培养 次日更换培养液 以后按常规继续培养  
C 药物处理  
    在细胞接种 24 小时后 加入相应浓度的药物 对照组药物浓度为 0 
mol/ml 使用药物预先用培养液配成母液储存备用  
 
二 M T T 法检测雷公藤活性成分对 M G C 8 0 - 3  细胞体外杀伤作用 
1. 材料  
    四种雷公藤分离纯化活性成分 福建省医科所 纯度 99% 二甲基亚砜
DMSO  Sigma 公司  胰蛋白酶 上海华美生物工程公司 RMPI 1640 Gibco 
公司 甘氨酸 上海康达氨基酸厂 氯化钠(NaCl, 上海化学试剂厂),  乙二胺













2 5 -苯基溴化四氮唑蓝 MTT Sigma 公司  
 
2. 方法  
   按文献[49][50]所述方法将贴壁生长汇合的 MGC80-3 细胞用 0.02%乙二胺四
乙酸二钠(EDTA-2Na)消化分散后 用 D-Hank s 液洗涤 3次 活细胞计数后以不
同细胞量 0.14 104-5.6 104 接种于 96 孔板上 37 下  5% CO2培养 24 小
时后于次日加入 5 mg/ml MTT 20 l 终浓度 0.5 mg/ml 培养 5小时后 小心
吸弃培养液 残留约 10 l 加入 200 l 含 10% 甘氨酸缓冲液 0.1 mol/L 甘
氨酸 0.1 mol/L NaCl , pH 10.5 的 DMSO 振荡 15 分钟后 在 Bio-Rad 酶联
免疫检测仪 595 nm 波长上计读 作出细胞数量与相应的还原后的 MTT 光密度值
OD 值 的曲线图 药敏实验时 分别以 0.9 万个/180 l/孔的细胞数量接种
于 96 孔板 37 下培养 24 小时后 分别加入终浓度为 5 10 20 30 50 和
100ng/ml 的雷公藤四种有效成分 继续培养 4天和 7天后 加入 MTT 5 mg/ml 
20 l 终浓度 0.5 mg/ml 按上述方法检测 OD 值 实验设阴性对照组和实验组
各药物浓度各设 3-4 孔 取平均值计算生长率 实验重复三次 公式如下  
 
 
三 T R A P 法检测端粒酶活性 
1. 试剂  
    磷酸(上海化学试剂厂)  甲醇(上海化学试剂厂)  牛血清白蛋白 BSA, 上
海华美生物工程公司  N-双 2-羟乙基 哌嗪-Nˊ-2- 乙磺酸 HEPEs, AMRESCO 
公司  1 4-二硫代苏糖醇 DTT SERVA 公司  三羟甲基氨基甲烷 Tris, 上
海化学试剂厂 氯化镁  MgCl2 , 上海化学试剂厂 氯化钾  kCl, 上海化学
试剂厂  乙二醇-双 2-氨乙基 四乙酸 EGTA, AMRESCO 公司  苯甲基磺
酰氟 PMSF, Sigma 公司  -巯基乙醇(上海化学试剂厂)  3- 3-胆酰胺基
丙基 二甲铵-1-丙磺酸盐 CHAPS, Sigma 公司  甘油(上海生工公司)  吐
温-20(上海生工公司)  dNTPS(上海生工公司)  焦磷酸二乙酯 DEPC, Sigma
公司  RNA 酶 RNase,上海华美生物工程公司  Taq 酶(上海生工公司)  矿
物油(上海生工公司)  引物(上海生工公司)  丙烯酰胺(AMRESCO)  N Nˊ-
亚甲基甲叉双丙烯酰胺(AMRESCO)  过硫酸铵 APS, 上海化学试剂厂  N N
Nˊ Nˊ-四甲基乙二胺 TEMED, KOCH-LIGHT LABORATORIES Ltd  乙二胺四
乙酸(EDTA, 上海化学试剂厂) 
 
2. 方法  
A 取材  
    接种于成年雄性裸鼠的 MGC80-3 细胞的移植瘤 按无菌手术要求从背部皮下
取出 剪碎 另取睾丸组织剪碎 在肿瘤和组织缺血缺氧 1小时内进行端粒酶提
取或快速液氮冷冻 -80 储存 贴壁生长的 MGC80-3 细胞分为对照组和处理组
药物 10 ng/ml 处理 用 0.25%胰蛋白酶消化 5-10 分钟, 加入等量含血清培
养液中和 吹打分散 收集细胞 离心 1000 rpm 5 分钟 细胞团块用冲洗
缓冲液 10 mmol/L HEPEs-KOH (pH 7.5), 1.5 mmol/L MgCl2, 10 ng/ml mmol/L 
KCl 1 mmol/L DTT 洗涤 1-2 次后进行端粒酶提取或液氮快速冷冻  
B 端粒酶提取  
抑制率= 
阴性对照组 OD 值-实验组 OD 值 














    0.2mg 冻存组织或 1 105~7  细胞置于冼涤缓冲液冼涤 1~2 次,将组织和细
胞团块加入冷的溶解缓冲液 配方 10 ng/ml mmol/L Tris-HCl ( pH 7.5 ), 1 mmol/L 
MgCl2, 1 mmol/L EGTA, 0.1 mmol/L PMSF, 5 mmol/L -巯基乙醇 , 0.5% 
CHAPS, 10% 甘油 100~200 ul  用机械匀浆机低速匀浆(200~300 rpm) 1-2 分钟
后,置冰上 30 分钟 4 下离心 14000 rpm 15 分钟 将上清液吸出置于离心管
内 进行蛋白浓度检测  
 C 微量蛋白浓度检测  
   按 Bio-Rad 微量蛋白检测试剂盒标示方法进行 简述如下  
   分取准确吸取小牛血清白蛋白 BSA 1.4mg/ml 0 1 2 3 5 7 10ul 置
于离心管中 另入双蒸水至总体积为 800 ul 混匀 分别取 200 ul染色反应液 A
考马斯亮蓝 加入各组样品内 迅速混匀 置室温下至少 5 分钟 置于 Beckman
分光光度计上于 595nm 处读取吸收光密度 OD 值 以吸收光密度为纵坐标 蛋
白浓度为横坐标 作出标准曲线 另取待测样品 1~2ul加入离心管中 加入双蒸
水至总体积为 800ul混匀按上述方法检测每份样品 (每份各取 2~3 组进行测定
求取平均均值后在标准曲线上求得待则样品蛋白浓度  
 D 端粒重复序列扩增法[51] 
配制端粒酶反转录和 PCR 扩增反应混合液 体系中含有 20 mmol/L Tris-HCl 
( pH 8.3 ), 1.5 mmol/L MgCl2, 63 mmol/L  KCl, 0.005% Tween-20, 1 mmol/L 
EGTA, 50 mol/L dNTPs , 0.2 0.4 l -32PdATP (10 Ci/ L, 3000 Ci/mmol),  
50 pmol TS 引物 (5'-AATCCGTCGAGCAGAGTT-3'), 2U Taq DNA聚合酶, 端粒
酶 提 取 物 含 6 g 蛋 白 50 pmol CX-ext 引 物 (5'- 
GTGCCCTTACCCTTACCCTTACCCTAA -3') 其中 CX-ext 引物与体系中其它组
分用石蜡小丸隔开 该体系于 25 30 分钟在 TS 末端进行端粒序列的合成
90 2 分钟进行端粒酶灭活 然后按如下程序 94  30 秒 50  30 秒 72
 1.5 分钟 进行 31 个 PCR 循环扩增 反应结束后 PCR 反应产物于 12%聚丙
烯酰胺凝胶上进行电泳 10 V/cm 4~5 小时 电泳结束后将凝胶于固定液中 0.5M 
NaCl 50%甲醇 40mmol/L 醋酸钠 pH4.2 固定 30 分钟 固定后凝胶经 Kodak 
X 光片放射自显影 之后用 D-19b 对 X 光片进行显影 F-5 定影 观察结果 实
验重复 3 次  另取未经药物处理的 MGC80-3 细胞按上述方法提取端粒酶并进




1 材料  
    BALB/c 裸鼠 厦门大学抗癌中心动物室提供 雷公藤 X素 福建省医科所
纯度 99%  顺铂 锦州制药厂 生理盐水 胶原酶 型 Sigma 公司  
 
2 方法  
   用已建株的人体肿瘤裸鼠异种移植株 MGC80-3,无菌条件下选生长良好的瘤
块切成 1 mm 1.5 mm 小块,用套管针接种到裸鼠皮下, 肿瘤移植后约经一周后
可见肿瘤生长 待肿瘤增殖到绿豆大小时 瘤块应大于 100 mm3 将动物随机分
为阴性对照组 阳性对照组及治疗组 治疗组按雷公藤 X素浓度 0.35 mg/kg 和

















1 材料  
   2.5%戊二醛 上海化学试剂采购供应站 ,2%锇酸 Johnson Matthey 公司
PBS 缓冲液 亚铁氰化钾 上海化学试剂厂  醋酸铀 Sigma 公司 系列乙
醇 丙酮脱水液 上海化学试剂厂 环氧树脂 618 上海化学试剂厂 邻苯二
甲酸二丁酯 上海化学试剂厂  十二烷基琥珀酸酐 上海化学试剂厂  2 4
6 三 二甲氨基甲基 苯酚 上海化学试剂厂 柠檬酸铅 Sigma 公司 BALB/c 
小鼠 厦门大学抗癌中心动物室提供  
 
2 .方法  
A 样品收集 
收集对照组和药物处理组细胞(雷公藤 X 素 10 ng/ml 分别连续处理 2 天,4 
天 6 天) 离心 1000 rpm 5 分钟使细胞在离心管底部形成小丸 弃上清, 冷的
2.5%戊二醛固定 2小时  BALB/c 小鼠按 0.30 mg/kg/d连续腹腔注射给药 分
别于 0 2 4 6 天取小肠 切成 1mm 厚环状小块 迅速固定于冷的 2.5%戊二
醛中 固定 4 小时 固定后的细胞和组织用 0.1 mol/L PBS 缓冲液洗涤 保存
于 4  
B 制备  
   经 2.5%戊二醛固定后的细胞和小肠组织样品, 用冷 Sorensen s 磷酸缓冲
液 0.1 mol/L 冲洗样品 3次  每次 5分钟 然后用 1% 锇酸和 0.2% 亚铁氰
化钾(PBS 配制,pH7.2, 0.1 mol/L)于 0-4 固定 2小时,之后用冷的 Sorensen 
s磷酸缓冲液冲冼样品3次,每次5分钟,然后50%酒精浸泡样品15分钟,再用70%
酒精/饱和醋酸铀浸泡样品过夜以脱水 染色,之后按 90%酒精 90%酒精:90%丙
酮=1:1 90%丙酮 100%丙酮 (3 次)的顺序将样品逐级脱水,每次 15 分钟,再用
100%丙酮:环氧树脂 618(待聚合 Epon 618 60%, 十二烷基琥珀酸酐 40%, 邻苯
二甲酸丁二酯 2% , 2,4,6,一三二甲胺基甲基苯酚 1%)=1:1 于 35 渗透样品 2-4
小时之后,用环氧树脂(待聚合)于 35 下渗透样品 2-4 小时,然后将样品和树脂
装入胶囊或包埋板按35  14小时 45  16小时 60  24小时的顺序,升温使
样品聚合之后取出包埋样品,溶解胶囊,修块将组织样品时行半薄切片 美蓝天青
亚染色后用光学显微镜观察,定位 修块 然后进行超薄切片 柠檬酸铅染色
于电子显微镜下观察 细胞样品则直接进行超薄切片 染色 在电子显微镜
JEM-100CX 下观察  
 
六 细胞凋亡检测 
A D N A  降解断裂检测法 
1 材料  
氯化钠 NaCl,上海化学试剂厂 三羟甲基氨基甲烷 Tris 上海化学试剂
厂 乙二胺四乙酸(EDTA 上海化学试剂厂) 蛋白酶 K 上海生工公司  苯
酚 华粤公司 氯仿 上海化学试剂厂 异戊醇 上海化学试剂厂 醋酸钠
上海化学试剂厂 无水乙醇 上海化学试剂厂 RNA 酶 Rnase 上海华美














2 方法[ 5 2 ]  
   约1 107细胞用细胞消化液 100 mmol/L NaCl 10 mmol/L Tris-HCl pH8.0  
25 mmol/L EDTA(pH8.0)  0.1 mg/ml 蛋白酶 K 50 消化 12 小时  细胞消化
后用等体积苯酚/氯仿/异戊醇 25 24 1 抽提 3 次除蛋白 所得水相用 2.5
体积无水乙醇沉淀 DNA(加入 1/10 体积 3 mol/L 醋酸钠助沉) 于 4 下离心  
12000 rpm  30 分钟 收集 DNA 沉淀 70% 乙醇洗涤 1次 样品干燥后加 TE 缓
冲液 10 mmol/L Tris-HCl  0.1 mmol EDTA, pH8.0 溶解,测定 DNA 含量(260 
nm) 之后取 10-20 g DNA 加入经 100 10 分钟灭活 Dnase 后的 RNase A 终
浓度 0.6 mg/ml ,于 37 下 1 小时,消化 RNA,然后加入 1/6 体积的上样缓冲液,
于含有 EB(终浓度 0.5 g /ml)的 1.5%琼脂糖胶上电泳, 1 TAE( 40 mmol/L 
Tris 碱 20 mmol/L 醋酸钠  1 mmol/L EDTA, pH8.0) 为电泳缓冲液, 电压 6V/cm
电泳  电泳结束后在紫外灯下观察  
 
B 电子显微镜观察 




 1 材料  
    50  Denhardt s 华粤公司  20 SSC ADP 上海生工公司 ATP 上
海生工公司 鲱鱼精 DNA 上海华美公司 氯化钠 NaCl 上海化学试剂厂
三羟甲基氨基甲烷 Tris 上海化学试剂厂 乙二胺四乙酸(EDTA 上海化学试
剂厂) 硼酸 上海化学试剂厂 磷酸氢二钠 Na2HPO4 上海化学试剂厂  焦
磷酸钠 Na2P2O7 Sigma 公司  氢氧化钠 NaOH 上海化学试剂厂 内切酶
Rsa MBI 公司 内切酶 Hinf MBI 公司 琼脂糖 华粤公司 -32P-ATP
北京亚辉公司  T4 多聚核苷酸激酶 MBI 公司  
 
2 .方法  
A. 探针标记  
   按 T4 多聚核苷酸激酶说明书标示进行反应 简述如下 将合成的寡核苷酸
5'- CCCTAACCCTAACCCTAA -3' 30 pmol T4 多聚核苷酸激酶 10 酶
用缓冲液 B -32P-ATP 及 ATP 配成 25 l 反应体系 37 下温育 30 分钟
然后于 65 下加热 15 分钟终止反应  
B 端粒长度测定[53][54][55]  
   收集对照组和药物处理组细胞(雷公藤 X素 2 ng/ml 分别连续处理 2天,4 天 6
天) 离心 1000 rpm 5 分钟使细胞沉降 细胞用细胞消化液 100 mmol/L NaCl 
10 mmol/L Tris-HCl pH8.0  25 mmol/L EDTA(pH8.0)  0.1 mg/ml 蛋白酶 K
50 消化 12 小时  细胞消化后用等体积苯酚/氯仿/异戊醇 25 24 1 抽提 3
次除蛋白 所得水相用 2.5 体积无水乙醇沉淀 DNA(加入 1/10 体积 3mol/L 醋酸钠
助沉) 于 4 下离心  12000 rpm  30 分钟 收集 DNA 沉淀 70% 冷乙醇洗涤 1
次 样品干燥后加 TE 缓冲液[10 mmol/L Tris-HCl  0.1 mmol EDTA, pH8.0]溶解,
测定 DNA 含量(260 nm) 取适量 DNA 进行限制性内切酶消化反应[Rsa + Hinf 各













小时  终止反应后将消化后的 DNA 及分子量标准分别与上样缓冲液混合后于 0.8% 
琼脂糖胶上电泳 1 TBE 为电泳缓冲液 电压 3 v/cm 电泳约 12 小时 电泳结束
后紫外灯下观察 用尺子量出并记录下分子量标准各条带的长度 将电泳后凝胶放
在滤纸上 于真空干胶机 60 2 小时 真空干燥 然后将凝胶置于变性液[0.5 
mol/L NaOH 1.5 mol/L NaCl] 中 室温下变性 10 分钟  然后将凝胶在过量中
和液[0.5 mol/L Tris  1.5 mol/L NaCl]中室温下中和 2-3 次 每次 5分钟 之
后 将 凝 胶 放 入 含 有 32P 标 记 的 探 针 的 杂 交 液 [32P 标 记 的 探 针 5'- 
CCCTAACCCTAACCCTAA -3' 1 pmol/ml  5 Denhardt s  5  SSC  
0.1 mol/L Na2HPO4  0.01 mol/L Na2P2O7 33 g/ml 鲱鱼精 DNA  0.1 mol/L ATP] 
于 37 下 杂交 16-24 小时 杂交后的凝胶于 1 SSC 中室温下清洗 2次 每次 5
分钟 然后将凝胶经 Kodak X 光片放射自显影 24 小时后 D19-b 显影液显影 F-5


















                      结        果 
 
一 雷公藤 X 素对 M G C 8 0 - 3  细胞增殖影响 
  MGC80-3 细胞浓度与其相应的光吸收值 数据见表 1 以细胞浓度 C 为横坐
标  吸收值 A 为纵坐标 作出生长曲线 图 1  吸收值与细胞浓度呈正相关
性 曲线在一定范围内呈线性  
   
 表 1  MGC80-3 细胞浓度 C与 MTT 法测定吸收值 A 
A                 0.111   0.129  0.155  0.210   0.266   0.287    
细胞浓度 
104cells/ml  0.14     0.7    1.4     2.8     4.2     5.6   
 
















X素 作出细胞生长曲线图 2 反映 MGC80 3  细胞在经雷公藤 X 素处理后
增殖抑制情况  
 
表二 药物 mg/ml度浓度与细胞生长抑制率关系 
                              药 物 浓 度(ng/ml) 
药物处理后(天)生                               
 长抑制率(%)       5      10      20      30      50      100 
 
       
    4 天 (%)       16      50     54      54       54      52 
   
    7 天(%)        20      84     96      98       97     100 
 
















二 雷公藤 X 素对 MGC80-3 细胞端粒酶活性的影响 












图版 1 雷公藤 X 素对 MGC80-3 细胞端粒酶活性的影响 
1 阳性对照   2 阴性对照  3 2ng/ml 雷公藤 X 素处理 3 天   4 2ng/ml 雷
公藤 X 素处理 6 天   5 2ng/ml 雷公藤 X 素处理 9 天    6 10ng/ml 雷公藤 X
素处理 3 天   7 10ng/ml雷公藤 X 素处理 6 天   8 10ng/ml 雷公藤 X 素处理
9 天 
 
    从图中可以看出未经药物处理的 MGC80-3 细胞呈现特征性的 6bp 间隔梯
带 显示出较强的端粒酶活性 而经药物处理后的 MGC80-3 细胞端粒酶活性明
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